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(8) Steigerung der Genexpression in Pflanzenzellen 

(g) Die ONA-Sequenz gemaft SEQ ID NO : 1 steigert die 
Genexpression in Pflanzenzellen, wenn diese Sequenz zwi- 
schen Promotor und das zu exprimierende Gen eingesetzt 
wird. Eine weitere, multiplikative Steigerung der Genexpres- 
sion erhalt man, wenn man an die genannte DNA-Sequenz 
eine weitere DNA-Sequenz koppelt, die im wesentlichen 
dem Intron 1 aus dem Saccharosesynthase-Gen aus Mais 
entspricht. 
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DieErfindungbetrimdieVe^ 
y-Bereich des Saccharosesynthase-Gens aus :Zn ^.^J^X^MS^nz^^?^ 

''^Dswkomplette Eicon 1 des genannten Gens ist p^fg^^^gek^^t ln"^^ ilTpftaiS^uS 

erfindungsgemaBenSteigerung - weiterhin wese nthch. dh^^ .n de r d i (0 4kb-groBe Hincll-Ncol- 

mar .« ^ernndungsgemaBe ™**S~££^ 
Fragment mit dem Intron I aus dem Saccharoses^se W wpp ^ |W5 , 57? ln ^ 

Steigerung derGenexpressionm W^™*?*!^^ Oberraschenderwe.se emen 

Fig 1, bekannt Die Kombinauon m.t der err,nd ""^ ex " e ^ n um ei„ e „ Fakior in der GrdBenordnung 100. 
mLplikativenEffekUdh.alsoetaeSte,ger^ 

Die Kombination der beiden ^f^^SS^SXd dicotyledonen Pflanzen in den untersuch- 
beschrankt zu S ein.da die das Intron ^JJ^gS DNA-Sequenz die Expression i des ; daran 
ten Fallen einzeln oder in Kombinauon mit der errm ^fsg e "^" " S o lei Ben in mono- und dicotyledo- 
gekoppe^ Chua, EM BO 1 5 (1986) 

Sen Pflanzenzellen zuruckzu.ohren ™ ktc ober unt erschieduche Mechamsmen 

2419-2495 festgestellt wurde. Es zeigt sich also, dau me Deiu 
wirken - , , aft .r,.„k ons tn,ktionenundVektorenenthaltenals inPna n zenzelIen W1 rksame 

pSSo^^ 
'Sdtl^dUzugunde,^ 

Markergene CAT (ChloramphemcoyransacetWase) und IJJJJ^ 1 Gc nen, beis P .elswe«e Res.- 

3, Setbstve'rstandlich eignet « ""J K5S£b£«t sind, aber auch zur Herstellung von 

P Als monocotyledone Modelfcflanzen dtemen Mm*** Re»s£o * ^ ubaccura)> W odurch d,e 

donen ersichtlich ist Als Modell far * M ^ one n ^ n |^ U e nz auc h in dicotyledonen Pflanzen gezeigt wl 

40 generelte Anwemlbarkeitdererfin^ be^hriebenen 

8 Selbstverstandlich ist die Erfindung ^^j^S^Sn sowohl in der erfindungsgemaBen DN A-Se- 
deren Kombinationen bt^^^.^^^S^S^^ enthaltenden Sequenz Basenamtausche 
quenz gemaB SEQ ID NO:l als auch in der das P»» h ^ die erHndungsgemaBe Wirksamkei 
Ezungen oder Deletionen von Basen ^^^^^mSS^ aus anderen * eB £ e 2? e *3 

45 eSblichLandertwi^ 

werden Derartige Modifikationen sind dem Facnmann geiaui g 

Beispiel 1 
Plasmidkonstruktionen 

1984 "Molecular Biologicab'.S. 73). . Q, nU enz eemaB SEQ ID NO: 1 ligiert, wodurch das 

TdieWschnittstelle dieses "^7tft^SS?S& C^osin-Reste in SEQ ID NO: 1 
Plasmid pRT-ex/s-CAT erhaltenj ^^^^SpRTlOlCATwiederhergestellt 
dargestellten DNA-Sequenz wirddieSmai f^ 1 ™ ,1 , q. Da2U wurd e zuersl em W6 Kb PstUNcol 
Als Vergleichsplasmid wird P^*^l "gSSSw W» genomischen ^^^"fES 
Restriktionsfragment(Posit.on ~ V.^^SS^Stolterl fiberstehende Enden mit der N»kte«e S *« r ; 
se-Gens (Geiser et al, EMBO ). 1 (1982) M»- "^,^25^ (Re. 2 — "E" bedeutet "Exon"). Das so erhal'ene 
Lt und in die Smal-Schnittstelte des Ptao* P^JSlSf^ ca . 10 80 Bp langes «ncltR««fJWM- 
Plasmid wurde als pSP1076 + 1084 »««£% l £fJW.w dem Plasmid pSP1076+1084 .sol.ert und md.e 
fragmenttSaccharosesyn^se-S^uen^ 
Smal-SchnittstellevonpRTIOlCAT gemaung. 6 
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Beispiel 2 
Transformation 



Die Herstellung dcr Protoplasten und deren Transfektion wurden'entsprechend C Maas und W. Weir, Plant 5 
Cell Reports (1989) 8: 148—151, durchgeffihrt Die Bestimmung der CAT-Aktivit3t erfolgte cbenfalls wie in 
dieser Literaturstelle angegeben. Die folgende Tabelle zeigt die relativen CAT-Akttvita* ten jeweils 40 Stunden 
} nach Transfektion der Protoplasten, wobei die Aktivitat der mit pRT 101CAT transfizierten Protoplasten gleich 
1 gesetzt wurde. 

10. 

Mais Reis . Tabak 



pRTlOlCAT 1 1 1 

pRT-ex/s-CAT 10 10 10 15 

pRT-int/s-CAT 10-100 10-100 0,1 

pRT-ex/s-int/s-CAT 100-1000 100-1000 -1 



Beispiel 3 

20 

Plasmidkonstmktion mit dem Saccharosesynthase-Promotor und den NPTH-Markergen 

Durch Deletion von Upstream-Sequenzen im bereits in Werr und Lflrz, MoL Gen. Genet 203 (1986) 471—475, 
beschriebenen Plasmid pSP20l4+42-NPT(pSKANl)wurdedasPlasmidpSP1176+42-NPT(Fig.3,A)erhalten. 
Als Vergleich dazu diente das Plasmid pSPl 176+ 1084-NPT (Fig. 3, B\ Hierzu wurde das NPTH-Markergen 25 
inclusive NOS-Polyadenylierungsregion, wie schon in Werr und Ldrz beschrieben, aus dem Plasmid pLGV 1 103 
(Hain et aL, a a. O.) als 23 Kb langes BcH/HindJII-Restriktionsfragment isoliert und in BamHl/HindHI gespalte- 
nes pSPl 176+ 1084 (Fig. 2) ligiert 

Das Plasmid pSP20+42-NPT (Fig. 3, C) wurde ebenfalls durch Deletion von UpstreanvPromotorsequenzen 
in pSP2014 +42-NPT hergestellt Als Vergleich dazu diente das Piamid pSP20+6-NPT(Fig. 3, D\ Zur Herstel- 30 
lung von pSP20 +6-NPT wurde das promotorlose Konstrukt pWWl 14-5NPT(Werr und Lfirz, Fig. 3, E) benutzt 
Das Saccharosesynthase 20+6 Promotorfragment wurde als synthetisches Oligonukleotid hergestellt und in die 
Smal-Schnittstelle vor das NPTH-Markergen in pWWl 14-5NPT ligiert 

Beispiel 4 35 



Transformation 



Die Herstellung der Protoplasten und deren Transfektion wurden entsprechend C Maas und W. Werr, a. a. (X. 
durchgefOhrt Die Bestimmung der NPTH-Akttvitat erfolgte wie in Reiss et al. Gene 30 (1984) 211-217, 40 
beschrieben. Die folgende Tabelle zeigt die relativen NPTII-Aktivitaten jeweils 5 Tage (120 Stunden) nach 
Transfektion der Protoplasten, wobei die relative Aktivitat der mit pSP 1 176+42-NPT transfizierten Protopla- 
sten gleich 1 gesetzt wurde. 

Mais 45 

pSP1176 + 42-NPT I 

pSPl 176+ 1084-NPT > 10 

pSP20+42-NPT 1 

pSP20+6-NPT 0,1 
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Sequenzprotokoll: . . 

SEQ ID NO: 1 55 
Art der Sequenz: Nucleyotid 
Sequenzlange: 39 Basenpaare 
Strangform: Doppelstrang 
Topologie: linear 

Art des MolekOls: GenonvDNA 60 



Ursprflngliche Herkunft 
Organismus: Mais (Zea mays, L) 

Unmittelbare experimen telle Herkunft: 

synthettsch, entsprechend Exon 1, Position 4-42 (HinclI-SchnittstelleX des Saccharosesynthase-Gens, zusatzlich 
CCC zur Wiederherstellung einer Smal-Schnittstelle am 3'-Ende. 
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cccrcccrcc ctcctccatt ggactgcttg ctccctgttc cc 

Patentanspriiche 
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1. DNA-Sequenz gemaQ SEQ ID NO: 1. 

2. Vector, enthaltend die k u an cinen in pflanzen. 

4 DNA-Sequenz nach Ansproch 1. Iigjert an das i,w Ko-nmci 
Saccharosesynthese-GenausZeamaysL 

8.Monocotyledone PflanzeiueUe. transform^ 

zenzellen. 

Hierzu 3 Seite(n) Zeichnungen 
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